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Sugimura 5) および、Kosuge 6 ) らはサルモネラ変異原性試験において，肝9， 000g_1::清の共存下，ベン
ゾ (a) ピレンの数百倍(等モル比)という強い変異原性を示す物質をトリプトファン加熱生成物よ
り単離し，その構造が3- アミノー 1- メチルー5H- ピリド (4 ， 3-bJ インドール (Trp-P-2) および3- ア
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Trp-P-2 はミクロゾーム酵素系によって少なくとも 4 種の代謝物に変換されるかとなった。一方，
ことがTLCおよびHPLC によって明らかとなった。
Trp-P-2 の活性代謝物の単離と構造第 2 章
Trp-P-2 は肝ミクロゾームの共存下で初めてその変異原性を示すことから，肝ミクロゾームによ
って生成する 4 種の代謝物のいずれかが Trp-P-2の変異原性に関与するものと考えられた。そこで
M-3 が活性代謝物である可能性が代謝物の生成と復帰変異コロニー数の増加の関係を調べたところ，
示唆された。実際， HPLC によって分離した M-3 を含む画分は，肝ミクロゾームの非存在下で変異
その活性は Trp-P-2の変異原性をほぼ説明した。また芳香族N- ヒドロキシルアミンを原性を示し，
ニトロソ体に酸化するのに用いられるフェリシアン化カリやr-二酸化マンガンによって M-3は M-4
M-3や M-4は共に三塩化チタンによって Trp-P-2 に還元された。
主代謝物である M-3のジメチルイソプロピルシリル
(DMiPS) 体のマススペクトルでは， Trp-P-2-DMiPS 
体よりも 16amu多い m/e313 に分子イオンピークが認め
m/e298 およさらにこのマススペクトルでは，られた。
およびH見イソプロピルび、 m/e270の脱メチル (M-15) 
(M-43) に基づくフラグメントイオン以外に， m/e297 
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A possible formation mechanism of 
4-chlorO-Trp-p-2. 
となった。さらにこのフラグメントの生成機構より， M-3はその窒素原子上に水素原子を有する N白
モノ置換ヒドロキシルアミンであること，つまり M-3は 3- ヒドロキシアミノートメチルー5H由ピリド
(4 , 3-b J インドールであることが明らかとなった。また M-3を塩酸処理するとクロル化物を与え，
この物質はマススペクトルにおいて m/e233 と 231 に分子イオンクラスターを与え， FT-NMRの結果
から，その構造が4ークロローTrp-P-2であることが明らかとなった。←クロローTrp-P-2 は N- ヒドロ
キシ体から分子内転位を伴なって生成するものと考えられ，この結果からも活性代謝物， M-3が3- ヒ
ドロキシアミノ体であることが支持された。
第 3 章 Trp-P-2活性化酵素の同定
肝の小胞体つまり肝ミクロゾームにあって内因性物質のみならず種々の体外異物の代謝に関与する




処理して得られる肝ミクロゾームの Trp-P-2 活性化能を比較した。その結果， Trp-P-2 から変異原
への活性化(変異原活性化)およびN-水酸化活性は共に PCBあるいは3ーメチルコラントレンの前処
置によって著しく増加した。しかしながらフェノパルピタールの前処置は両活性にほとんど影響を与
えなかった。これらの結果は肝ミクロゾームのチトクローム P-450 (P-448) の Trp-P-2代謝活性化
への関与を示唆したが，チトクローム P-450依存性の反応、は幾つかの試薬の添加によって阻害される
ことが知られている。そこで数種の阻害剤による効果を比較したところ， Trp-P-2 の N-水酸化は一
酸化炭素や P-448型チトクローム P申450の選択的阻害剤として知られている 7， 8-ベンゾフラボン (α ー
ナフトフラボン)の添加によって強く阻害された。一方 P-450型チトクローム P-450の選択的阻害剤
であるメチラポンや SKF525-Aの添加によっては微かしか影響されなかった。
Nebert 10) はマウス肝およびその他組織に含まれる P-448型チトクローム P-450 (P1 -450) とそれ
に伴なう芳香族炭化水素水酸化酵素 (Ary1 hydrocarbon hydroxy lase) 活性の芳香族炭化水素 (P
AH) による誘導に遺伝的差異のあることを明らかにしている。そこでPAH に応答性のC57BL/6N
? ??A吐
(B6) および非応答性の DBA/2N (D2) マウスを用いて Trp-P-2の活性化を検討した。その結果，
コントロールとしてコーン油のみを投与した B6 およびD2 マウスの肝から調整したミクロゾームに
よる Trp-P-2の変異原活性化およびN-水酸化には両系統聞で差は認められなかったが， 3-メチルコ
ラントレン前処置によって， B 6 マウス肝ミクロゾームのTrp-P-2の活性化能は著しく増加し， N-水
酸化活性は対照群の約14倍を示したのに対し， D 2 マウス肝ミクロゾームの活性化能は同処置によっ
てほとんど変化しなかった。又この Trp-P-2 の活性化に見られるマウス系統間の差はベンゾピレン
水酸化 (AHH) 活性の系統差とよく一致した。
以上の実験結果から， Trp-P-2 は肝ミクロゾームのチトクローム P-450 によって活性化されること
が強く示唆されたので，次に肝ミクロゾームより可溶化，精製したチトクローム P-450 ， NADPHー
チトクローム P-450還元酵素およびリン脂質を用いて Trp-P-2 の活性化反応を再構成し，直接的に
チトクローム P-450の関与の証明を試みた。その結果， Trp-P-2 の変異原活性化にはチトクローム
P-450 およびNADPHーチトクローム P-450還元酵素が必須で、あった。また使用するチトクローム P-
450標品の種類によって， Trp-P-2の変異原活性化およびN-水酸化に大きな違いが認められ， PCB 
や 3- メチルコラントレン処置ラットの肝ミクロゾームより精製された MCP-448およびPCB P-448 
各標品の活性化能は高かったが， PCBおよびフェノパルピタール処置ラットより精製された PCB
P-450およびPC- P-450の活性はいずれも MCP-448の 5%以下であった。
Mutagenic Activation and N-Hydroxylation of 




















PB P-450: P-45Q form purified from 1iver microsoI腿 S of 
phenobarbita1-treated rats 
MC P-448: P-448 form purified from 1iver microsomes of 
3-methy1cholanthrene treated rats 
PCB P-450: P-450 form purified from liver microsomes of 
PCB-treated rats 
PCB P-448: P-448 form purified from 1iver rnicrosomes of 
PCB-treated rats 













またウサギ肝ミクロゾームの Trp-P-2 N-水酸化活性は AHH活性と異なり PCB処置によって強く
誘導された。この結果から従来から知られている高い AHH活性を示す低スピン型チトクローム P-450
(P-448) とは異なる，高スピン型チトクローム P-448によっても Trp-P-2 が活性化されることが示
















チトクローム P-450 によりアミノ基が水酸化され NービドロキシーTrp-P-2 に変化したのち変異原性を
発揮することを明らかにしたもので薬学博士の称号を与えるにふさわしいものである。
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